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Retinoic　Acid　Induces　Antimicrobial　Peptide
　　　　　from　Human　Gingival　Epithelial　Cells
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　　　 The　aim　of　the　present　study　was　to　investigate　the　effects　of　retinoic　acid　on　gingi-
val　epithelial　cells　by　measuring　the　level　of　an　antimicrobial　peptide,　an　innate　immu-
nocompetent　factor　in　human　 gingival　epithelial　cells.
　　　 The　human　 gingival　epithelial　cell　line　Ca9-22　was　used.　Ca9-22　cells　were　cul-
tured　until　a　monolayer　was　formed.　After　adding　all-trans　retinoic　acid(ATRA)at　pre-
determined　concentration,　culturing　was　continued.　When　 culturing　was　complete,　total
RNA　 was　collected　from　the　cells　and　reverse　transcription　was　performed.　LL-37
mRNA　 expression　was　determined　using　reverse　transcription　polymerise　chain　reac-
tion(RT-PCR)and　 real　time　PCR　 assays,　with　glyceraldehyde-3-phosphate　dehydro-
genase(G3PDH)utilized　 as　an　internal　control.　LL-37　 expression　was　evaluated　by
ELISA.
　　　 ATRA　 stimulated　LL-37　production　and　mRNA　 expression　in　Ca9-22　cells　increased.
In　addition,　mRNA　 expressions　of　retinoic　acid　receptor(RARα,β)and　 retinoid　X　re-
ceptor(RXRβ),　were　induced.
　　　 These　findings　indicate　that　ATRA　 activates　the　intraoral　innate　immune　 system　by
promoting　mRNA　 expression　and　peptide　production　of　LL-37,　an　antimicrobial pep-
tide,　in　gingival　epithelial　cells.　Furthermore,　these　effects　of ATRA　 might　be　induced　by
acceleration　of　the　expression　of　the　nuclear　receptors　RAR　 and　RXR.
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　レチノイ ン酸はビタ ミンAの 活性代謝物で あ
り,レチノイ ドとも呼ばれる。レチノイン酸は生
体内において,細 胞の増殖 ・分化,生 体の恒常性
維持,形 態形成に関わる重要な脂溶性ビタミンで1),
抗体産生やT細 胞の活性化を促進す るなど2),免
疫機能に対 し多彩な機能を発揮していることが知
られている。現在,レ チノイ ドは急性前骨髄球性
白血病の分化誘導療法剤 としてレチノイン酸(医
薬一般名 トレチノイン)が用い られるほか,そ の
異性体や類似の活性 を持つ合成化合物が,乾 癬,
角化症,重 篤なニキビなど,皮膚の炎症性,増 殖
性疾患の治療に用い られている1,3)。
　 ビタミンAの 摂取不足による夜盲症や免疫力
の低下,さ らに乳幼児の発育不良や栄養失調は深
刻 な問題 とされている4,5)。その一方で,ビ タミン
A過 剰症による全身倦怠感,頭 痛や吐き気などの
脳圧亢進などの症状 も見られ6),特に妊婦の場合
には,胎 児奇形が問題になっている7)。また,ヒ
トがビタミンを補給す ることによって免疫能が変
化するか否かに関する介入試験の報告も増 えてき
ており,ビ タ ミンA摂 取による免疫能改善に関
してはVillamorら8)によって報告 されて いる。
しかし,レ チノイン酸の口腔に及ぼす作用につい
ては欠乏症のような症状に関する研究はみ られる
ものの,口 腔の免疫能に与えるレチノイン酸の作
用についての検討は少ない。
　口腔内唾液成分には,酵 素,ホ ルモ ン,抗菌ペ
プチ ド,抗体などの成分が含まれている。 この う
ち,口 腔の感染防御因子である抗菌物質 としては,
リゾチーム,ベ ルオキシダーゼ,ラ ク トフェリン,
免疫グロブリンなどがある。 しか し最近では,自
然免疫の抗菌ペプチ ドファミリーであるディフェ
ン シ ンや カ テ リシ ジ ンが注 目 され て い る9)。
LL-37は唯一のカテ リシジンファミリーであり10),
歯肉炎,歯 周炎などの歯周病原性細菌に特 に強い
抗菌活性の あることが示 されている11,12)。また,
グラム陰性菌の リポ多糖の中和作用や,好 中球,
単球,T細 胞などの細胞遊走能の活性化,血 管新
生促進による創傷治癒に関与 し,細菌によって引
き起こされた炎症反応を軽減すると同時に好中球
の機能を補助す るなど,LL-37は口腔における防
御反応に重要な役割を果たしているものと考えら
れる13～19)。
　 そこで本研究では,レ チノイン酸の持つ口腔の
自然免疫 に及ぼす作用を検索するために,口腔上
皮細胞 を用いLL-37を指標 とし,そ の影響 を検
討 した。さらに,そ の作用発現の機構 を調べるた
めに,レ チノイン酸の作用発現に関わる核内レセ
プターであるレチノイン酸受容体(RAR)とレチ
ノイ ドX受 容体(RXR)についても併せて検討 を
行った。
　 1．試 　 　 　薬
　 Fetal　Bovine　Serum(FBS,　SIGMA,
St.Louis,　MO,　USA),　Tris-EDTA　buffer(TE,
和 光 純 薬,大 阪),Dulbecco's　modified　Eagle's
medium(D-MEM,　SIGMA,　St.　Louis,　MO,
UsA),　PBS-Tween　buffer(PBS-T,日水製 薬,
東 京),IsOGEN-LS(和光純薬,大 阪)を 用い た。
レ チ ノ イ ン 酸 と し てall-trans-Retinoic　Acid
(ATRA,和光純薬)を 用 いた。
　 2.培 養 細 胞
　 細胞 は ヒ ト歯 肉上皮癌 細胞 株Ca9-2220)を用 い
た。Ca9-22は直 径60mmのプ ラスチ ック シャ ー レ
(IWAkI,東京)を 用 い,10%FBS添 加
D-MEMに て 通法 に従 い培 養 した。単 層 を形 成
したCa9-22は,1%FBs添加50mM-HEPES含
有D-MEMに 培地 を置換 し,1μM,2μM,5μ
M,10μMのATRAを それぞれ に添 加 し,1時 間
お よび24時間培養 後,Ca9-22からtotal　RNAを
回収 した。 な お,全 実験 系 につ いてATRAを 添
加 していない培地 で培養 した細 胞 をコ ン トロール
と した。
　 3.RNA回 収 とRT-PCR,リアル タイムPCR
　 Ca9-22から のtotal　RNAはIsOGEN-Lsを
用 い通 法に従 い回収 した21)。同RNAはReverTra
Ace　qPCR　RT　kit(TOYOBO,大阪)を 用 いて逆
転 写 を行 った。逆 転写 に よ り得 られ たcDNAか
らLL-37をター ゲ ッ トと しRT-PCRを 行 っ た。
RT-PCRは増 幅 過程 を27サイクル 行 っ た。　PCR
の生成 物 は1.5%アガ ロースゲル を用 いて展 開 し,
ethidium　bromidで染 色 した後,観 察 を行 った。
また,リ ァル タイムPCRはsYBR R　Green　Real
time　PCR　Master　Mix-Plus-(TOYOBO)を用
い,95℃60秒,95℃15秒,60℃15秒,72℃45秒
の増 幅 過 程 をApplied　Biosystems　7500　system
(Applied　Biosystems　by　Life　Technologies,東
京)を 用 いて40サイクル行 った。 なお,イ ンター
ナル コン トロール はG3PDHを 用 いた。　LL-37と
G3PDHの プ ラ イマー の シー クエ ンス をTable　1
に示 す22,23)。リアル タ イムPCRに 用 い た プ ラ イ
マーはABI　Primer　Express(Applied　B osystems
by　Life　Technologies)によ りゲ ノムDNA由 来
の増 幅 が起 こ らな い よ うに設 計 を行 っ た。PCR
産物 は,融 解 曲線 の分析 によって,単 一 ターゲ ッ
ト産物で あ ることによ り確認 した。
　 4.Enzyme　Linked　Immunosorbent　Assay
　　 (ELISA)
　 Ca9-22培養上 清 中 にお け るLL-37の産生 量 は
Human　LL-37　ELISA　kit(Hycult　Biotechnology,
Uden,　Netherlands)を用 い て,付 属 の取 扱 説 明
書 に記載 され た方 法 に従 い測 定 した。
　 5.統 計 処 理
　 有 意 差 検 定 に は,Paired　t-testを行 い,有 意
水準5%で 統 計学 的有 意差 があ ると判定 した。
　 1．ATRAを 添加 した ヒ ト歯 肉上皮細胞 か らの
　　 LL-37のmRNA発現
　Ca9-22からのLL-37のmRNAはATRA添 加
濃 度 依 存 的 にそ の 発 現 が促 進 され た(Fig.1)。
次 に,ATRAに よ るCa9-22からのLL-37の産生
動態 を,そ の時 間経過 につ いて検討 した。す なわ
ち,10μMのATRAをCa9-22に 添 加 し,1時
間 か ら24時間 培 養 継 続 し たCa9-22にお け る
LL-37のmRNA発 現 を 検 討 し た。 そ の 結 果,
LL-37のmRNAは 時 間依 存 的 に促 進 され,24時
間で最大 となった(Fig.2)。
　 2.ATRAを 添加 した ヒ ト歯肉上皮 細胞 からの
　　 LL-37の産生
　ATRAがCa9-22からのLL-37mRNA発 現 を
促進 す るこ とが認 め られ た ことか ら,LL-37のタ
ンパ クの産生 も促 進 して い るか を確 かめ るた め,
ELIsAによ り検 討 した。Ca9-22の培養上 清 中に
お け るLL-37の産 生 は,　ATRA　1μM添 加 後1時
間 で,促 進 され ることが示 され た(Fig.3)。
　 一 方,ATRA添 加 後24時間 につ い て も同 様 に
検 討 した とこ ろ,ATRAの 濃 度10μMで 有 意 な
LL-37の産 生促進 が認め られ た(Fig.4)。
　 3.ATRAが 及 ぼ すCa9-22の核 内 レセ プター
　　 のmRNA発 現
　ATRAに よ る ヒ ト歯 肉 上皮 細 胞 か らのLL-37
の産 生促進 が,ど の よ うな経路 を介 して い るか を
検 討 す る た め に,レ チ ノ イ ン酸 受 容 体 で あ る
RARとRXRを指標 として リアルタイムPCRに
よりその状況を検討 した。
　 その結果,ATRA添加後24時間では2μMお よ
び5μMでRARα のmRNA発 現 が促 進 され た
(Fig.5)。同様にRARβ について検討 した。そ
の結果,ATRA添加後1時 間では有意な差は認め
られ なか ったが,24時 間で はmRNAの 発現 が促
進 された(Fig.6)。さ らに,RARとヘ テロダ イマ ー
を構 成 す るRXRに つ いて も同様 に検討 した とこ
ろ,RXRα のmRNA発 現 に対 し,　ATRAは 何 ら
影 響 を与 えな か っ た(Fig.7)。一方,　RXRβに
お い て はATRA添 加 後24時間 に お い て,そ の
mRNA発 現 が 有 意 に促 進 す る こ と が示 され た
(Fig.8)。な お,リ アル タ イムPCRの 図 で は
ATRA添 加後1時 間 と24時間 の コ ン トロール を
1と した時 の,各 濃 度 にお け るmRNAの 発現 比
で表 してい る　(Fig.5～8)。
　脂溶性 ビタ ミンであるビタ ミンAは,多 彩 な
機能 を有 している。その うち,Villamorら8)は適
切 なビタ ミンAの 摂取 は小児 における重度感染
症の治療に有用であるなど,免疫機能に対する機
能 も有 していると報告 してい る。 しか しなが ら,
口腔の免疫機能に重要な役割を果た している自然
免疫に対するビタミンAの 効果を検証 した報告
はない。
　口腔の自然免疫を掌 る液性因子のひとつに,カ
テ リシジンファミリーの抗菌ペ プチ ドLL-37が
あることが知 られている24)。このLL-37は主 に好
中球か ら産生 されるが,口 腔の上皮系細胞からも
産生 される25)。さらに,LL-37は口腔内細菌,と
りわけ歯周病原性細菌 に対 し強い抗菌活性 を持つ
ことが示 されてい る10,11，18)。そ こで,本 研 究では
ヒ ト歯肉上皮細胞であるCa9-22を用い,ビ タミ
ンAの 持つ 自然免疫への影響 につ いて抗菌ペプ
チ ドであるLL-37を指標 として検討を行った。
　 まず初めに,Ca9-22に0.5～10μMの各種濃度
のATRAを添加 し,　LL-37mRNAの発現 が誘導
されるかについて検討 した。その結果,Ca9-22
からのLL-37mRNAはATRA添加濃度および添
加時間依存的にその発現が促進 された。このこと
からビタミンAは 口腔内のバ リア機構である自
然免疫 を賦活す る可能性が示 された。
　ATRAは,　T細胞の活性や抗体産生 を修飾する
など,抗菌ペプチ ド以外の自然免疫系 にも作用す
ることが示 されている2，8)。一方,ATRAと同様の
脂溶性 ビタミンである1,25(OH)2D3がヒ ト口腔内
の 角 化 細 胞 で あ るOkF6/TERTからのLL-
37mRNAの発現 を誘導することが示されている26)。
これらのことをあわせ考 えると上皮系細胞におけ
るLL-37のmRNA発現促進は,脂 溶性 ビタミン
により制御 されている可能性が示唆 された。
　 この よ うに,ATRAはCa9-22にお け るLL-
37mRNA発現 を促進 したことか ら,そ のプロダ
ク トであるLL-37タンパ ク質が培養上清 中に実
際に産生 されているかをELIsAにて検討 を行っ
た。その結果,ATRAの濃度が低濃度の場合では
添加後1時 間,高 濃度の場合では24時間でその
産生が有意に増加 した。ATRAは熱や酸性環境下
において不安定であることが知 られてい る27)。ま
た,ATRA濃度5μM以 上ではコントロールと比
較 し,LL-37の産 生 が減 少 してい るこ とか ら,
Ca9-22の活性が抑制 されている可能性が示 され
た。よって,低 濃度のATRA添加後1時 間で有
意にLL-37の産生が促進 されたことはATRAの
early　phaseの作用と考える。
　 レチ ノイ ン酸はRARお よびRXRと ヘテロダ
イマーを形成 し,様々な遺伝子発現を制御 してい
ることが知 られている28)。そこで,ATRAによる
ヒ ト歯肉上皮細胞か らのLL-37の産生促進 が,
RARおよびRXRの どのサブタイプの系 を介 し
ているかを検討するために,こ れらRARとRXR
をターゲッ トとした リアルタイムPCRに より検
討を行った。その結果,ATRAはCa9-22のRAR
αとβのmRNA発 現 を誘導 し,特 にRARαに
おいて顕著であった。一方,RXRで はβにおい
てのみ,そ の発現促進が認められた(Fig.7,8)。
このことか ら,Ca9-22におけるATRAの作用発
現はRARα,β とRXRβとのヘテロダイマーが
LL-37遺伝子のプロモーター領域に結合す ること
により,発現 されている可能性が示 された。詳細
については今後の検討が必要である。
　 今回,ビ タ ミンAの 活性代謝物であるATRA
が口腔の自然免疫 を賦活することが示唆 された。
歯科矯正治療では,マ ルチブラケ ットなどの矯正
装置を装着す ると口腔内環境が大 きく変化する29)。
その際,口 腔衛生状態が不良にな り,歯肉炎や う
蝕の発症を認める症例がある。 よって,歯 科矯正
治療中の口腔内環境 を良好に維持すること,特 に
細菌に対す る対策は重要である。その対策の主な
方法は,ブ ラッシングに代表 されるような歯口清
掃が挙げられる。 しかしながら,本研究において,
栄養素の一つであるビタミンAの 活性代謝物 が
口腔上皮からの抗菌ペプチ ドの産生を促進 させる
可能性が示 された。 よって,歯 科矯正治療中の口
腔内環境 を良好に維持するために従来のブラッシ
ングに加 えて,適 正 な栄養素摂取もその補完要因
であると考えられる。
　　レチノイン酸は,ヒ ト歯肉上皮細胞からの抗菌
ペプチ ドLL-37産生を誘導することが示 された。
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